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3种线虫 rDNA-ITS2-RFLP分析*
任　芳 ,杨玉荣 ,韦　华
摘　要:目的　爪哇根结线虫(Melo idogyne javanica)、鼠蛲虫(Enterobi us sp.)和犬钩虫(Ancy los toma caninum)是来自
不同种属的 3 种线虫 ,利用 rDNA-ITS2-RFLP方法分析 3种不同线虫种间多态性 , 为将来进一步发展以 rDNA-ITS-RFLP 分
析为基础的土源性线虫的分子诊断方法建立基础。方法　应用种间具有较为保守性的遗传区域 -内转录间隔区 , 包括部分
的 5.8S 序列 、ITS2 和 28S 的序列 , 以爪哇根结线虫 、鼠蛲虫 、犬钩虫 3 种不同种类线虫的基因组 DNA 为模板 , 设计特定引物
用 PCR扩增 rDNA-ITS2+片段 ,用限制性内切酶 H ind Ⅲ 、EcoR Ⅰ 、EcoRⅤ 、PstⅠ 、K pnⅠ和 SalⅠ 酶切 PCR 扩增产物进行
RFLP 分析。结果　PCR扩增爪哇根结线虫 、鼠蛲虫 、犬钩虫得到的 ITS2+片段大小分别为 1 000bp、1 800bp 、1 800bp , 用 6
种限制性内切酶酶切 PC R扩增产物 ,共产生 12 条酶切片段。用限制性内切酶 HindⅢ /EcoR Ⅰ , PstⅠ /EcoR Ⅰ , H indⅢ / Pst
Ⅰ双酶切爪哇根结线虫 、鼠蛲虫和犬钩虫的 rDNA-ITS2+的 PCR 扩增产物 , 除爪哇根结线虫外 , 鼠蛲虫和犬钩虫均可得到 2
条以上的 RFLP 片段。结论　爪哇根结线虫 、鼠蛲虫 、犬钩虫 rDNA-ITS-RFLP 分析显示这 3 种不同线虫 rDNA-ITS2+存在
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ABSTRACT:The polymo rphism s o f three species of nematode s fr om different sources , Moloidog yne javanica , Enter obius
sp ecies and Ancy los toma caninum , we re analyzed by means of RFLP in o rder to establish the basis fo r the fur the r development
of molecular diagno sis of nema tode s fr om soil. I n the present study , we used the rela tively conserved r eg ion , the internal tran-
scribed spacer(ITS) including pa rtial sequnce s of 5. 8S , ITS2 and 28S and the genome DNA o f these 3 different species of nem-
a tode as template to de sign the specific primer s for the amplifica tion o f the ITS2 sequence. Six restrictive endonuclease s ,
HindI II , EcoRI , EcoRV , PstI , K pnI and S alI , w ere used fo r the dig estion o f PC R products of ITS2. The expe rimental re-
sults showed that the sizes of the PCR produc ts of these 3 species of nematodes w ere 1000 , 1800 , 1800 bps re spectively.
Twelve fr agments were obtained after digestion of ITS2 with these restrictive enzymes in w hich tw o pairs of them , HindIII /
EcoRI , PstI /EcoRI and H indII I /P stI respective ly dig ested the rDNA-ITS2-PCR products , except for Meloidog yne javanica. I t
is evident tha t this me thod of rDNA-ITS2-RFLP is useful fo r the identifica tion of different species o f nema todes.
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消化道出血 、营养不良 , 影响动物健康〔2〕 。
在大多数真核生物核基因组中 ,每个重复 rD-
NA 基因家簇从 5′到 3′端的结构是由外转录间隔区
( External T ranscribed Spacer , ETS) 、18S 基因 、
内转录间隔区( Internal T ranscribed Spacer Region
, I TS) 、5.8S 基因 、28S 基因和基因间隔区( Inter-
genic Spacer , IGS) 6 部分组成。 ITS 序列是一个
多用途的遗传标记 ,位于 18S 和 28S 核糖体 DNA
基因的重复簇之间 , 中间被 5.8S 核糖体 DNA 基
因分开
〔3〕
。 rDNA 是核 DNA 基因组中度重复簇的
一个组分 ,在基因组中有 100 ～ 500 个拷贝 ,总长度
为 7 ～ 13kb ,且 18S 、5.8S 和 28S 基因组序列在大
多数生物中趋于保守 ,在生物种间变化小 ,而内转录
间隔区 ITS1 和 ITS2 变化较大 ,研究表明内转录间
隔区能提供系统分类学中可遗传性状 ,适合于种或
种下水平的分析 。不同物种的核糖体基因家族序列













1.2　3种线虫 DNA 的提取　对大量收集的 3种线
虫的成虫 ,用蒸馏水清洗 3 ～ 5遍 ,再用 1×PBS 清
洗 3 ～ 5遍后 ,加入抽提缓冲液和蛋白酶 K , 50℃水
浴消化 16 ～ 18h ,具体操作步骤见《分子克隆实验指
南》第 3版 ,1%琼脂糖电泳检查 DNA 的完整性 。
1.3　试剂药品 　反应中所用的 dN TP 购自 MBI
Fermentas 公司 , 10×PCR 缓冲液 和 Taq 酶购自
TaKaRa公司。引物由上海生工合成 ,NC1 序列为
5’-ACGTCTGG TTCAGGG TTGT T-3’ , NC2 为
5’ -T TAG T TTCTT TTCCTCCGCT-3’ 。限制性内
切酶 H ind Ⅲ、EcoR Ⅰ 、EcoR Ⅴ和 DNA 分子量标记
GeneRuler DNA Mix ture ladder购自MBI Fermen-
tas 公司 , P st Ⅰ 、K pn Ⅰ 和 Sal Ⅰ 购自 TaKaRa
公司。
1.4　rDN A-ITS2 + PCR 扩增体系如下 　10 ×
PCR buffer 10 μl , 2.0 mmol /L dN TPs 8 μl ,引物
NC1(20 pmo l /L)8 μl , Taq DNA 聚合酶(5U /μl)
0.5μl ,模板 DNA3μl ,加无菌双蒸水 70.5 μl至反应
体系 100 μl。在 Bio-RAD 热循环仪上进行 PCR循
环(1)94℃5 min;(2)94℃1 min ,51℃1 min , 72℃1
min ,35个循环;(3)72℃10 min;(4)4℃保持 。PCR
反应完各取 5μl于 1%琼脂糖凝胶电泳检查 PCR反
应结果 。
1.5　rDNA -ITS 的 RFLP 分析　取 6μl PCR产
物 ,分别用 6 种限制性内切酶 H ind Ⅲ、EcoR Ⅰ 、
EcoR Ⅴ、PstⅠ 、K pn Ⅰ和 SalⅠ进行酶切 ,在37℃下
酶切过夜 。同时取 6 μl PCR产物 ,将限制性内切酶
H ind Ⅲ 、EcoR Ⅰ和 Pst Ⅰ两两组合在 37℃下双酶切
过夜。取 20μl酶切产物加 4μl加样缓冲液 ,在含有
EB的 1%的琼脂糖凝胶上电泳 ,电泳缓冲液为 1×
TAE ,140V 电泳 40min ,紫外灯下观测和拍照 。
2　结　　果
2.1　3种线虫 rDNA-ITS2+的 PCR扩增　爪哇根结
线虫扩增出大小为 1 000 bp左右的片段 ,鼠蛲虫和犬





用 EcoR Ⅴ、K pnⅠ和 SalⅠ 3种酶都不能切开鼠蛲
图 1　3 种线虫 rDNA-ITS2+ PCR扩增
M:Gene Ruler DNA Mix tur e Marke r , B、C 、D 分别为
爪哇根结线虫 、鼠蛲虫和犬钩虫 rDNA-ITS2+PCR
产物 , A 为阴性对照
Fig. 1　rDNA-ITS2+PCR amplification from genomic DNA
of three species of nematodes.
M :Gene Ruler DNA Mix true Marker. B-D:rDNA-
ITS2+PCR amplified products fr om Meloidogyne
javanica (B), Enterobi us s p . (C) and Ancy los toma
caninum(D). A represents control sample without
DNA template.
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虫和犬钩虫核糖体 DNA-ITS2+的 PCR扩增产物
(图 2和图 3)。用 H ind Ⅲ酶切鼠蛲虫和犬钩虫核
糖体 DNA-ITS2+的 PCR产物分别获得大小为300
bp和 1 500 bp(图 2和图 3)两条酶切片段 。
将鼠蛲虫和犬钩虫核糖体 DNA-ITS2 +的
PCR产物用 EcoR Ⅰ酶切 ,分别切下两条大小为 500
bp和 1 300 bp(图 2和图 3)的酶切片段。用 Pst Ⅰ
酶切鼠蛲虫和犬钩虫 rDNA-I TS2+的 PCR产物 ,
分别获得大小为 400 bp和 1 400bp(图 2和图 3)的
两条酶切片段。
2.2.2　3种线虫 rDNA-ITS2的双酶切分析 , H ind
Ⅲ和 EcoR Ⅰ两种酶分别切鼠蛲虫和犬钩虫核糖体
DNA-ITS2+的 PCR 产物 , 可以切下 3 条酶切片
段 ,大小分别为 300 bp 、500 bp和 1 000 bp(图 4)。
用 PstⅠ和 EcoRⅠ两种酶分别切鼠蛲虫和犬
钩虫核糖体 DNA-ITS2+的 PCR产物可切下大小
分别为 400 bp和 1 400 bp(图 4)两条酶切片段 。
用 H indⅢ和 PstⅠ两种酶可以将鼠蛲虫和犬钩虫
核糖体 DNA-ITS2+的 PCR产物分别切下 3条酶切
片段 ,大小分别为300 bp 、400 bp和 1 100 bp(图 4)。
图 2　HindⅢ 、EcoRⅠ 、EcoRⅤ 、PstⅠ酶切爪哇根结线虫 、鼠
蛲虫和犬钩虫 rDNA-ITS2+的 PCR产物。
M:Gene Ruler DNA Mix ture M arker。 B , C , D:爪哇
根结线虫 、鼠蛲虫和犬钩虫 rDNA-ITS2+的 PCR 扩
增产物;B1 , C1 , D1:HindⅢ酶切 3 种线虫 rDNA-ITS2
+的 PCR产物;B2 , C2 , D2 为 EcoRⅠ 酶切 3 种线虫
rDNA-ITS2+的 PCR 扩增产物;B3 , C3 , D3:EcoR Ⅴ
酶切 3 种线虫 rDNA-ITS2+ PC R产物;B4 , C4 , D4:
PstⅠ酶切 3 种线虫的 rDNA-ITS2+的 PCR 扩增产
物。爪哇根结线虫(B , B1 , B2 , B3 , B4) 鼠蛲虫(C ,
C1 , C2 , C3 , C4) 犬钩虫(D , D1 , D2 , D3 , D4)
Fig. 2　rDNA ITS2+ PCR products of three species of nema-
todes digested By HindⅢ, EcoRⅠ, EcoRⅤ and PstⅠ
M:represents the Gene Rule r DNA Mix ture Ma rk-
er. B - D:rDNA ITS2+ PCR products fr om Meloi-
dogyne javanica , Enterob ius sp. and Ancy lostoma
caninum . B1 - D1:rDNA ITS2+ PC R products di-
ge sted with HindⅢ . B2 - D2:rDNA ITS2+ PCR
products dig ested with EcoR Ⅰ . B3 - D3:rDNA
ITS2+ PCR products dige sted with EcoRⅤ . B4 -
D4 :rDNA ITS2+ PC R products dige sted w ith Pst
Ⅰ . Melo idogyne javanica (B , B1 , B2 , B3 , B4) En-
terob ius sp(C , C1 , C2 , C3 , C4). Ancy lo stoma cani-
num(D , D1 , D2 , D3 , D4)
图 3　KpnⅠ和 SalⅠ酶切爪哇根结线虫 、鼠蛲虫和犬钩虫
rDNA-ITS2+的 PCR产物的 RFLP 分布图
M :Gene Ruler DNA Mix ture Marker. B , C , D:爪哇根
结线虫 、鼠蛲虫和犬钩虫 rDNA-ITS2 的 PCR 扩增产
物;B5 , C5 , D5:KpnⅠ酶切 3 种线虫 rDNA-ITS2+的
PCR产物;B6 , C6 , D6:Sal Ⅰ 酶切 3 种线虫 rDNA-
ITS2+的 PCR产物。爪哇根结线虫(B , B5 , B6), 鼠蛲
虫(C , C5 , C6), 犬钩虫(D , D5 , D6)
Fig.3　rDNA-ITS2+ PCR products of three species of nema-
todes digested by KpnⅠ and SalⅠ individual.
B - D :PC R amplified pr oducts from Meloidogyne
j av anica , Enter obius sp. and Ancy los toma caninum.
B5 - D5:PCR amplified products dige sted w ith Kpn
Ⅰ . B6 - D6:PCR amplified products digested with
SalⅠ . M:Gene Rule r DNA Mix ture Marke r. Meloi-
dogyne javanica (B , B5 , B6), Enter obius s p (C , C5 ,
C6) Ancy lostoma caninum.(D , D5 , D6)
图 4　爪哇根结线虫 、鼠蛲虫和犬钩虫 rDNA-ITS2+PCR 产
物的双酶切 RFLP分布图
M:Gene Ruler DNA Mixture Ma rker. B1 , C1 , D1:
HindⅢ和 EcoRⅠ双酶切 3 种线虫的 rDNA-ITS2+的
PCR扩增产物;B2 , C2 , D2:PstⅠ 和 EcoR Ⅰ双酶切 3
种线虫的 rDNA-ITS2 +的 PCR 扩增产物;B3 , C3 ,
D3:HindⅢ 和 Ps tⅠ双酶切 3 种线虫 rDNA-ITS2 +
的 PC R扩增产物;
Fig. 4　The rDNA-ITS2+ PCR products of three species of
nematodes digested by two enzymes
M :Gene Ruler DNA Mix ture Marke r. B1 - D1:PCR
am plified products dig ested with HindⅢ and EcoR
Ⅰ . B2 - D2:PC R amplified products dig ested with
PstⅠ and EcoRⅠ . B3 - D3:PC R amplified products
dig ested w ith Hind Ⅲ and Pst Ⅰ . Melo idogyne j a-
v anica (B1 , B2 , B3), Enterob ius s p (C1 , C2 , C3) An-
cy lostoma caninum(D1 , D2 , D3)
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3　讨　　论
利用 rDNA-ITS2-RFLP 分析爪哇根结线虫 、鼠
蛲虫和犬钩虫的 ITS2 ,可以观察到 3种不同种线虫
存在种间多态性。用这 6 种限制性内切酶 H ind
Ⅲ、EcoR Ⅰ 、EcoR Ⅴ、Pst Ⅰ 、K pn Ⅰ和 S alⅠ没能切
开爪哇根结线虫的 rDNA-I TS2 +的 PCR 扩增产
物。用限制性内切酶 H ind Ⅲ分别将鼠蛲虫和犬钩
虫的 PCR扩增产物切下 2 条片段 ,大小为 300 bp
和 1 500 bp;用限制性内切酶 EcoR Ⅰ分别将鼠蛲虫
和犬钩虫的 PCR 扩增产物切下 2 条片段 ,大小为
500 bp和 1 300 bp;用 Pst Ⅰ分别将鼠蛲虫和犬钩
虫的 PCR扩增产物切下 2 条片段 ,大小为 400 bp
和 1 400 bp;而用 EcoR Ⅴ 、K pnⅠ和 Sal Ⅰ3种酶都
不能切开这两种线虫的 rDNA-ITS2+的 PCR扩增
产物 。用限制性内切酶 H ind Ⅲ /EcoR Ⅰ 、Pst Ⅰ /
EcoR Ⅰ 、H ind Ⅲ /PstⅠ3对酶酶切鼠蛲虫和犬钩虫
的核糖体 DNA-ITS2+的 PCR扩增产物 ,均可得到
2条以上的 RFLP 片段 。
爪哇根结线虫 、鼠蛲虫 、犬钩虫 rDNA-I TS2+-
RFLP 结果分析显示这 3种不同线虫种间存在着多





钩虫同为动物寄生性线虫 , ITS 序列种间差异较小 ,
这也进一步证明了 rDNA-ITS2-RFLP 方法是可以
用来作为区分不同线虫种间多样性有用的判断依
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